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RESUMEN
Se estableció la fase del ciclo estral de 40 hembras caninas según los niveles de
progesterona medidos por test de ELISA y los hallazgos obtenidos por citología
vaginal con el fin de asociar los resultados de estos dos métodos diagnósticos
para la determinación del momento óptimo para la fertilización. Las muestras
recolectadas fueron: los hisopados vaginales de cada una y el plasma adquirido
de la recolección de la sangre para su posterior análisis por medio del kit DS-EIASTEROID-PROGESTERONE. La fase del ciclo estral más frecuente fue el diestro,
los rangos de progesterona obtenidos para cada fase: el estro [8.3 – 14.8 ng/ml];
proestro [0-17,54 ng/ml]; anestro [0.73- 4.85 ng/ml] y diestro [5.1- 16.5 ng/ml]. Los
resultados obtenidos determinan que existe cierto grado de correlación entre la
citología vaginal y la medición de progesterona por test de ELISA.
PALABRAS CLAVES: Perras, citología vaginal, progesterona, test de ELISA, ciclo
estral.

ABSTRACT
The estrus cycle of 40 female dogs was established as progesterone levels
measured by ELISA test and the findings obtained by vaginal cytology in order to
correlate both methods. Samples collected were: vaginal swabs from each plasma
and acquired the collection of blood for analysis by kit DS-EIA-STEROIDPROGESTERONE. The most common phase of the estrous cycle was diestrus,
progesterone ranges obtained for each phase: estrus [8.3-14.8 ng/ml]; proestrus
[0-17, 54 ng/ml]; anestrus [0.73-4.85 ng/ml] and diestrus [5.1-16.5 ng/ml]. The
results determine that there is some degree of correlation between the vaginal
cytology and measuring progesterone ELISA test in some cases.
KEYWORDS: Bitches, vaginal cytology, progesterone, ELISA test, estrous cycle.

1. INTRODUCCIÓN

En la sociedad actual, la importancia que tienen los perros (Clasificación científica:
Canis lupus familiaris) ha trascendido notablemente, pues son reconocidos como
seres fundamentales en los hogares que habitan; ésta relación ha evolucionado
hasta convertirse en diversas formas de interacción humano animal que benefician
de múltiples maneras a la sociedad (Ramos, 2012); es por ello que el manejo
reproductivo es una actividad fundamental para satisfacer las necesidades de los
criaderos y propietarios (Escobedo, 2008), sin embargo, estas actividades traen
como consecuencia diversos problemas, uno de ellos que reviste gran interés es
la infertilidad canina, convirtiéndose en un motivo de consulta cada vez más
frecuente, involucrando al médico veterinario para determinar las causas y su
resolución (Wittwer, 2008).
Dentro de la práctica clínica veterinaria, el análisis de las diferentes etapas del
ciclo estral de la perra es básico para encontrar el momento más indicado para
realizar la monta y así conseguir la fertilización (Escobedo, 2008), ya que los
cambios hormonales que se presentan durante el ciclo se manifiestan en la
morfología de las células epiteliales, por lo que definen, entre otros eventos, la
ovulación en las hembras. Son diversos los métodos que se presentan para la
determinación del ciclo estral en la especie canina; en nuestro medio el principal
mecanismo para determinar el momento óptimo de la ovulación es la realización
de los frotis vaginales (Wittwer, 2008) sin embargo, aún persisten los problemas
en la detección del momento de la ovulación más indicado para lograr la preñez
(England y Concannon, 2003), lo que indica que la ejecución de un solo método
de detección del momento ideal de la fertilización, podría no ser suficiente, por lo
que es necesaria la comprensión de las limitaciones, así como una buena
valoración de las técnicas disponibles (England y Concannon, 2003). Debido a
estos factores se genera la necesidad de implementar técnicas diagnósticas que
permitan establecer los cambios ﬁsiológicos durante el estro, a un bajo costo y con
un alto grado de conﬁabilidad en su sensibilidad (Arcila, Serrano, Hernández y
Meza, 2005).
En el presente proyecto de investigación se pretende comparar y correlacionar los
resultados de la citología vaginal con los niveles de progesterona obtenidos por la
prueba de ELISA para establecer una medición más exacta del momento óptimo
de fertilización, por medio de estos valores se espera contribuir a la disminución
de la infertilidad canina y los costos que genera la misma, ya que la prueba de
ELISA como método diagnóstico no representa un costo elevado para los
criadores, propietarios y profesionales en la salud veterinaria, lo que permitirá su
implementación con mayor frecuencia en los centros de reproducción canina.

2. MARCO TEÓRICO
2.1 Fisiología de la reproducción en caninos
El proceso reproductivo de los caninos y demás mamíferos está controlado por los
sistemas endocrino y nervioso, los cuales interaccionan entre sí para generar
diferentes respuestas reproductivas de forma exitosa. El sistema nervioso, induce
respuestas a partir de un estímulo recibido del entorno. El cerebro traduce la
información y envía impulsos por fibras nerviosas a un órgano diana las veces que
sean necesarias mediante el eje hipotálamo hipófisis gonadal. El sistema
endocrino está regulado por el sistema nervioso central (SNC) quien favorece que
una hormona producida en una glándula o un tejido genere un efecto en un lugar
sensible a ella (Acuña, 2007 y Concannon, 2009a).
En las hembras, cuando el SNC recibe un estímulo, el hipotálamo libera de forma
pulsátil la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), que generará una
reacción en el lóbulo anterior de la hipófisis y como consecuencia la secreción de
la hormona folículoestimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH) (Acuña, 2007
y Concannon, 2009a). Estas hormonas son denominadas gonadotropinas y
generan el crecimiento de los folículos ováricos, la maduración de los ovocitos, la
secreción de estrógenos, la ovulación, el desarrollo del cuerpo lúteo y la secreción
de progesterona. La LH actúa de forma exclusiva en las células de la teca interna
del folículo, estimulando la producción de andrógenos, mientras que la FSH
genera un efecto sobre las células de la granulosa, para que se lleve a cabo la
conversión de andrógenos a estrógenos. Además, la FSH estimula la secreción de
inhibina, que realiza una retroalimentación negativa sobre la hipófisis, inhibiendo la
secreción de FSH y por lo tanto un aumento de receptores para LH. (Galina y
Valencia, 2006, Hatoya et al., 2003, Gier et al., 2008 y Okkens y Koistra, 2006).
Los estrógenos ejercen una retroalimentación positiva sobre el hipotálamo,
incrementando la frecuencia de los pulsos de GnRH que inducirá un pico de LH, el
folículo sufre una serie de modificaciones que desencadenarán la ovulación.
(Acuña, 2007). Adicional a este evento, se inicia un proceso de luteinización de las
células foliculares dando lugar a un cuerpo lúteo encargado de liberar
progesterona, que se mantendrá por la secreción tónica de pulsos de LH. (Galina
y Valencia, 2006 y Okkens y Koistra, 2006). La progesterona es esencial para el
ciclo normal de la hembra y tras la concepción, es la principal hormona para el
mantenimiento de la gestación, reduce pulsos de GnRH y por tanto, inhibe nuevas
ovulaciones (Tahir et al., 2013). Cuando el óvulo no ha sido fertilizado, existe un
dominio de progesterona, debido a que el endometrio canino no elabora un factor
luteolítico (Hatoya et al., 2003 y Acuña, 2007).

Durante el proestro la concentración de estradiol pasa de valores iniciales de: 5 15 pg/ml hasta alcanzar picos de 40 - 120 pg/ml, dicha fase finaliza cuando
empieza el comportamiento típico del estro, que ocurre después del pico de
estradiol posterior al pico de LH pre-ovulatorio. Los pulsos de LH se van dando en
intervalos de 2 a 7 horas de duración y a su vez se promueven los pulsos de FSH
que no tiene significancia; el aumento de la LH es un factor crítico ya que actúa
como seleccionador de la onda de folículos ovulatorios. (Hoffman, Riesenbeck y
Klein, 1996 y Concannon, 2010). En la fase folicular que acaece en este periodo
se reclutan de 2 a 8 folículos por ovario, estos no sobresalen de la superficie del
mismo hasta 6 a 10 días antes de la oleada de LH, estos folículos comienzan a
secretar estradiol (Hoffman et al., 1996, Concannon, 2009a y Concannon, 2010).
Conjuntamente al proestro, el aumento del estradiol es acompañado por el
incremento de la androstediona y testosterona que alcanzan picos de 300 y 800
pg/ml respectivamente. La LH y la FSH se suprimen progresivamente y continúan
en bajas concentraciones a través del ciclo, exceptuando la que sucede después
de la oleada de LH en donde se alcanzan valores de: ≤ 1 ng/ml y < 50 ng/ml
respectivamente junto al estradiol. Los picos de LH en los ciclos fértiles son
bastante variables y se observan valores de: 3 a 40 ng/ml con un promedio de 13
ng/ml. La LH incrementa su valor de 2 ng/ml durante uno a tres días con un pico
entre las 12- 18 horas. La oleada de FSH es igualmente prominente y va junto a la
de LH, menor a 50 ng/ml alcanzando picos de 100 a 600 ng/ml dos días después
del pico de LH para declinar rápidamente (Hoffman et al., 1996 y Concannon,
2010).
El estradiol por su parte disminuye luego de la oleada de LH y la progesterona
aumenta durante unas horas posteriores a esta oleada. En la perra, durante el
proestro, la supresión de la LH parece sensible al aumento de estradiol que con la
oleada de LH inicia su descenso, el aumento inicial de la progesterona facilita la
oleada de LH. En el proestro tardío se presenta un aumento de estradiol que
causa la supresión de eje hipotalámico y la secreción de GnRH envuelto en la
supresión de la LH (Hoffman et al., 1996 y Concannon, 2010). El incremento en el
porcentaje de estradiol en el proestro tardío da como resultado la liberación de LH
y esto a su vez aumenta el estradiol periférico ayudando a la maduración terminal
de los folículos.
Según lo reportado por Concannon (2009): En el estro el estradiol desciende
desde el pico que se produjo en el proestro tardío hasta valores intermedios de: 10
- 20 pg/ml. La progesterona en suero aumenta rápidamente por encima de los
siguientes valores > 1-3 ng/ml durante la oleada de LH pre-ovulatoria, hasta llegar
a: 10-25 ng/ml en el décimo día. Esto sucede en respuesta a la disminución de
estradiol antes de la oleada de LH y continúa a través del estro. El inicio del estro
se evidencia por el el aumento de progesterona resultado de la oleada de LH
(Concannon, 2010).
La ovulación ocurre 48 a 60 horas después de la elevación de la LH (es un factor
importante ya que acontece en el 95% de los ciclos) y a su vez de la FSH, el
aumento de progesterona pasa de valores >0,5 ng/ml a >0.9 ng/ml. En los casos
donde no exista la posibilidad de realizar mediciones seriadas se asocia valores >
ó = 5 ng/ml con la ovulación. La oleada de LH al intermedio de la ovulación se

caracteriza por un acelerado aumento de la luteinización de las células murales
del folículo, el crecimiento de la teca y los vasos sanguíneos, además se
acompaña de un incremento abrupto de la progesterona y la 17 β
hidroprogesterona y una disminución del estradiol (Hoffman et al., 1996 y
Concannon, 2010).
En la tercera parte del ciclo: dentro del diestro está incluida la fase luteal que se
conoce en otras especies como el metaestro o etapa de crecimiento del cuerpo
lúteo, pero al ser ésta una etapa muy corta en los caninos se incluye dentro del
diestro; aquí la progesterona disminuye a niveles muy bajos de: 1 – 2 ng/ml y
posteriormente entre los días 20 y 35 del ciclo aumenta a picos de: 15- 80 ng/ml y
disminuye muy lentamente hasta 1 ng/ml los día 55 – 90. Por otro lado el estradiol
se maneja entre valores variables de 15 – 30 ng/ml con perfiles similares a los de
la progesterona (Hoffman et al., 1996 y Concannon, 2010).
La fase final del ciclo, el anestro, se caracteriza por la ausencia de actividad
ovárica que se manifiesta por los niveles bajos de: Estradiol (5 – 10 pg/ml), la LH
(< 1 – 2 ng/ml) acompañada de pulsos esporádicos de 3 – 30 ng/ml durante 7 18 horas, a su vez la FSH está elevada con valores de: 50 – 400 ng/ml con pulsos
elevados concomitantes con la LH, por último la progesterona se mantiene a
niveles bajos < 1 ng/ml (Hoffman et al., 1996 y Concannon, 2010).
La endocrinología del ciclo estral canino parece asemejarse a la de otros ciclos ya
que el aumento de la GnRH y la pulsatibilidad de la LH desempeñan un rol
importante en el desencadenamiento de la fase folicular, el efecto sinérgico de la
progesterona colabora al incremento de la liberación de LH pre-ovulatorio seguido
de la fase folicular y el comportamiento característico del estro por la salida del
estradiol de los folículos al suero y la formación espontanea del cuerpo lúteo
(Hoffman et al., 1996 y Concannon, 2010).

Figura 1. Representación gráfica de los cambios de la concentración de estradiol, LH, progesterona
y prolactina en sangre durante el ciclo ovárico de perras no gestantes.
Fuente: Concannon et al. (2009).

2.2 Ciclo estral en la perra doméstica
En la perra doméstica, la madurez sexual inicia alrededor de los 6 a 12 meses de
edad, aunque puede extenderse hasta los 24 meses de edad en algunas razas, a
partir de este momento, la hembra presenta su primer ciclo estral o reproductivo
(Ajala, Fayemi y Oyeyemi, 2012). Las perras son monoéstricas no estacionales
(Concannon, Castracane, Temple y Montanez, 2009), es decir, presentan un solo
ciclo estral e inician un periodo de anestro (Galina y Valencia, 2006); así mismo
ovulan espontánemente en cualquier etapa del año (Concannon, 2009a y Shinde,
et al., 2014), con un intervalo inter estral es de 5 a 12 meses, generalmente de 6 a
7 meses; algunas razas pequeñas pueden presentar 3 – 4 ciclos estrales en un
año mientras que las razas grandes presentan uno solamente (Ajala et al., 2012).
El ciclo estral en esta especie es normalmente bifásico, toda fase folicular es
seguida de una fase luteal a partir de la ovulación espontánea (Concannon et al,
2009b; Wanke y Gobello, 2006). El ciclo estral se encuentra dividido en 4 etapas,
proestro y estro, hacen parte de la fase folicular rica en estrógenos (Ajala et al.,
2012), y en la fase luteal se encuentran diestro y anestro, en esta fase la
progesterona inicia en niveles elevados y los estrógenos se encontrarán
disminuidos. (Concannon, 2010).
Proestro: Esta etapa comprende desde el inicio del crecimiento folicular hasta el
momento del pico de hormona luteinizante (Figura 1) (Wanke y Gobello, 2006).
Su duración es muy variable con un rango de 2 a 29 días y un promedio de 11 –
13 días e inicia cuando ocurre la regresión del cuerpo lúteo de un ciclo
previamente presentado y a su vez, se aumentan los niveles de inhibina y de
estrógenos que han sido secretados por el folículo desarrollado desde el diestro
(Galina y Valencia, 2006). Los estrógenos ejercen efectos directos e indirectos
sobre las membranas vasculares, generando vasodilatación e incremento en el
riego sanguíneo de útero y ovarios (Pesch, Schmidt, Failing y Wehrend, 2010),
generando un edema en la vulva usualmente acompañado por descarga
serosanguinolenta originada por diapedesis a través de los capilares uterinos
(Concannon et al., 2009b; Angulo, 2011; Ajala et al., 2012 y Groppetti et al., 2012)
que contiene feromonas atrayentes para el macho, además hay un incremento en
el tamaño y turgencia de la vulva por la proliferación epitelial. (Concannon, 2010).
Los estrógenos alcanzan sus niveles máximos (Figura 1), alcanzando una
concentración hasta de 50 a 100 pg/ml, la progesterona se mantiene en niveles
basales (<1ng/ml) (Aydın, Doğan y Timurkaan, 2013); hasta finalizar esta etapa
(Angulo, 2011). La concentración de FSH permanece baja y constante por efecto
del estradiol y la inhibina folicular, contrariamente, la LH incrementa su frecuencia
de secreción aunque con baja amplitud en los pulsos, lo que acentúa la
producción de andrógenos y el consecuente incremento de estradiol. Al final del

proestro, las concentraciones de progesterona empiezan a incrementarse debido a
la luteinización folicular antes de la ovulación (Galina y Valencia, 2006).
Histológicamente, el proestro es caracterizado por una cornificación progresiva del
epitelio vaginal (Concannon et al., 2009b), aunque inicialmente hay evidencia de
células parabasales con una cantidad variable de neutrófilos y abundantes
eritrocitos (Angulo, 2011) y pasa a ser dominado por células intermedias
escamosas hasta que finalmente comprende del todo células corfnificadas y
ausencia de neutrófilos. (Concannon, 2010).
En relación al comportamiento reproductivo, la perra permanece inquieta y puede
realizar marcajes de orina con mayor frecuencia (Angulo, 2011), además se
presenta una disminución progresiva de la respuesta agresiva frente a los machos
interesados, hay una aparición de comportamientos receptivos que ocurre
después del pico de estradiol, finalizando de esta manera el ciclo de proestro
dando inicio al estro con la formación de un pico pre-ovulatorio de LH.
(Concannon, 2010).
Estro: La duración del estro es en promedio de 5 a 10 días y comporta
mentalmente es caracterizado por la receptividad proactiva de la monta.
(Concannon, 2010). La vulva permanece aumentada de tamaño, aunque no es tan
evidente como sucede en la fase de proestro, la descarga serosanguinolenta es
menos abundante (Angulo, 2011), hay una secreción de moco cervical que tiene
como finalidad favorecer el desplazamiento de los espermatozoides al útero
(Galina y Valencia, 2006). En estro temprano, inicia una progresiva contracción de
los pliegues de la mucosa acompañados de palidez, esto se debe a un retiro
abrupto del efecto edematoso de los estrógenos, durante los siguientes días,
ocurre el encogimiento de la mucosa y para el día 3 ó 4 después del pico LH se
mantiene angulada y conserva un color cremoso, la contracción notoria de la
totalidad de pliegues de la mucosa con obvia angulación es característica del
período de fertilización (England y Concannon, 2003). Al inicio del estro, se
produce un pico de LH que desencadenará la ovulación 48 horas después
(Concannon et al., 2009b; Pereira, Bicudo y Lopes; 2012), los estrógenos
empiezan a declinar (Figura 1) lo que genera la disminución del edema en vulva y
vagina mientras que los niveles de progesterona tienden a incrementarse; la
concentración de esta hormona oscila entre 0.8 y 3 ng/ml durante el pico de LH,
entre 4 y 10 ng/ml en la ovulación y entre 4 y 20 ng/ml durante el periodo fértil, el
cual es ideal hasta las 48 a 72 horas después de la liberación de ovocitos
primarios que llevarán a cabo una segunda meiosis para convertirse en ovocitos
secundarios, los cuales serán fértiles (Angulo, 2011). En cuanto a la estructura
histológica, se incrementa el número de capas epiteliales (Aydın et al., 2013);
Microscópicamente, no se identifica cornificación completa de células epiteliales
vaginales, y se caracteriza por la presencia de células superficiales y escamas

anucleadas. Estos cambios ocurren en promedio 8 días después del pico de LH.
(Concannon, 2010). Según Arcila et al. (2005) en niveles inferiores a 10 ng/ml de
progesterona sérica, es decir, cuando tiene lugar la ovulación, el porcentaje en
promedio de células superficiales es del 72%; células escamosas del 13%; células
queratinizadas del 84%; y de células intermedias es del 16%.
Diestro: Se caracteriza por el fin del comportamiento propio del estro, aparece
aproximadamente el día 6 a 11 después de que la primera secreción vaginal haya
sido detectada (Concannon, 2010). La duración del diestro es dependiente del
estado de la hembra: si esta en gestación en promedio puede durar de 62 a 64
días si no de 49 a 79 días (Kustritz, 2001 y Luz et al., 2006). Durante esta etapa
se aprecia una prolongada fase lútea caracterizada por la producción de
progesterona en altas cantidades (Figura 1) (Marinelli et al., 2009), esta hormona
puede provocar ciertos cambios en las perras como desarrollo de la glándula
mamaria y alongamiento abdominal que los dueños relacionan con preñez ya que
en la gestación aumenta la actividad secretora de las glándulas y se produce la
hiperplasia endometrial. En la citología vaginal se va a encontrar un retorno
abrupto de las células epiteliales no cornificadas, como resultado en la
disminución de los niveles de estrógeno (Aydın et al., 2013) y un gran número de
polimorfonucleares en la fase temprana del diestro (kustritz, 2012).
Endocrinológicamente, los niveles de progesterona se mantienen en
concentración elevada lo cual resulta en el desprendimiento del epitelio vaginal
(Reddy, Raju, Rao y Rao, 2011), y se mantiene durante este período si la hembra
está gestando al final los niveles de esta hormona van a descender rápidamente
para desencadenar el parto, si la hembra no se encuentra grávida, los niveles
decaerán gradualmente (Marinelli et al., 2009). La progesterona se mantiene
gracias a la secreción de LH y prolactina (Figura 1). Según Concannon (2010),
durante el diestro la progesterona desciende a niveles menores 1 a 2 ng/ml y
luego incrementan sus niveles séricos de 15 a 80 ng/ml durante los días 20 y 35 y
posteriormente disminuye a 1 ng/ml esto proceso en perras no gestantes, se debe
a la variación de la concentración de la progesterona sérica por tanto el diestro
puede durar entre 49 a 79 días a partir de la ovulación.
La liberación de progesterona se mantiene debido al cuerpo lúteo que se conserva
de forma espontánea a principios del diestro pero es dependiente de la secreción
de LH y prolactina en la hipófisis en la mitad del diestro y estas a su vez tienen un
rol importante en la supresión del desarrollo folicular (Marinelli et al., 2009 y
Concannon, 2010). Shinde et al. (2014) afirma que la prolactina desempeña un rol
en el intervalo inter estral canino, al afectar la secreción de gonadotropinas y la
capacidad de respuesta ovárica a las gonadotropinas. No es claro, ni se han
definido los mecanismos de la regresión lútea en los perros sin embargo, kustritz

(2001) sugiere que las prostaglandinas en esta fase ayudan a una posible
disminución de la LH y la prolactina.
Anestro: El rango de duración en hembras caninas está entre uno y ocho meses,
esta etapa se refiere al período en donde no hay ningún tipo de actividad
reproductiva y solo existe una renovación histológica y endocrinológica en
preparación para el próximo ciclo (Okkens y Koistra, 2006 y Kustritz, 2012). Por
medio de la citología se van a observar muy pocas células parabasales y un
número variable de neutrófilos; se puede apreciar la mucosa vaginal delgada y
roja, con capilares visibles que van a causar hemorragias por lo que puede verse
en la citología como extensiones de eritrocitos debido al trauma causado
(Concannon, 2010). La membrana mucosa de la vulva se encuentra con aspecto
pálido durante este periodo, los cambios de color de la mucosa pueden estar
asociados al aporte sanguíneo a los órganos reproductivos y el efecto de los
estrógenos sobre el músculo liso (Ajala et al., 2012). La concentración de FSH
permanece estable durante todo el anestro, los receptores de FSH están
presentes en el ovario pero no hay ningún tipo de actividad folicular, solo se
reanuda hasta el final del anestro más el aumento sérico de los niveles de
progesterona que se encuentra en una concentración menor a 1ng/ml (Angulo,
2011) y de estrógenos que se mantienen bajos a una concentración de 5-10 pg/ml
(Concannon, 2010) lo que va a estimular el eje hipotálamo – pituitaria – ovario
para una mayor liberación de GnRH que desencadenará una mayor frecuencia y
magnitud de los pulsos de LH que finalmente provocará el crecimiento folicular
(Kustritz, 2012).
2.3 Progesterona
La progesterona es una hormona esteroidea sintetizada en el retículo
endoplásmico liso, su precursor es el colesterol (Cunningham, 2005). Es
metabolizada en el hígado y se eliminan por la bilis conjugados con sulfatos o
ácido glucorónico. Estos conjugados pueden ser metabolizados por las bacterias
intestinales y los esteroides liberados se reabsorben a la circulación, por lo tanto,
la reducción de la circulación enterohepática hace que los niveles de hormonas
esteroideas disminuyan (Squires, 2010). Algunas de las etapas de la biosíntesis
de los esteroides implican una cadena de transporte de electrones en la cual el
citocromo P450 es el receptor terminal de electrones y lleva a cabo reacciones de
hidroxilación. La conversión del colesterol en pregnolona implica la eliminación de
los 6 carbonos de la cadena lateral del colesterol. La pregnolona es entonces
convertida en progesterona mediante la oxidación del grupo 3-hidroxi a un grupo
3-ceto, e isomerización del doble enlace D5 a un doble enlace en D4 (Squires,
2010).

En la circulación sanguínea, las hormonas esteroideas están unidas a proteínas
transportadoras, tales como la albumina sérica o las globulinas de unión a
esteroides, que son necesarias puesto que los esteroides son lipofílicos. La unión
a proteínas trasportadoras también aumenta la vida media de los esteroides. Las
hormonas esteroideas operan a través de receptores intracelulares
predominantemente en el núcleo, donde interaccionan directamente con el ADN,
actuando como factores de transcripción regulando la transcripción de los genes
diana (Acuña, 2007). Los receptores se mueven entre el núcleo y el citoplasma, y
en ausencia de la hormona están unidos a la proteína de choque térmico de 90
kDa formando un complejo.
Principalmente, la LH y la FSH regulan la producción de hormonas esteroideas por
las células ováricas, aunque la somatotropina también desempeña un papel
importante, por lo que puede actuar potenciando los efectos de las gonadotropinas
mediante la activación de los receptores de gonadotropinas; la somatotropina
aumenta la síntesis de algunas enzimas esteroidogénicas durante la fase folicular
y luteal aumentando la secreción de estradiol y progesterona.
El cuerpo lúteo secreta progesterona que actúa sinérgicamente con los estrógenos
en varias funciones reproductivas que incluyen el crecimiento del epitelio glandular
del útero y de la glándula mamaria. Sin embargo, la mayoría de las funciones de la
progesterona tienen como objetivo culminar exitosamente la gestación una vez
lograda la concepción. Así, la progesterona inhibe las contracciones uterinas,
genera el cierre del cérvix y estimula las glándulas endometriales para la
producción de leche uterina, permitiendo la nutrición del embrión antes de
implantarse. La progesterona retroalimenta negativamente sobre la secreción de
GnRH y gonadotropinas, inhibiendo el desarrollo folicular y la ovulación. Por esta
razón, la progesterona es ampliamente utilizada para el control artificial de la
reproducción (Galina y Valencia, 2006). En la perra, la concentración plasmática
de progesterona presenta un incremento previo a la ovulación, provocada por la
luteinización de las células de la granulosa del folículo (Concannon et al. citado en
Suryanarayanan, Sridevi, Kirubaharan, Veerapandian y Dhinakar, 2012). La
concentración de progesterona aumenta junto con el pico de LH, obteniendo un
valor de 4 a 10 ng/ml al momento de la ovulación, elevando su concentración de
manera variable después de la ovulación alcanzando 15 a 90 ng/ml hacia los 10 a
25 días después del pico de la LH, y va descendiendo gradualmente en la última
mitad de la gestación, y antes del parto, disminuye a menos de 1 ng/ml (Kustritz,
2001).
En las perras la progesterona es un potente esteroide, que puede causar por si
solo sin tratamiento de estrógenos, proliferación endometrial e hiperplasia
mamaria en perras en anestro y con ovariohisterectomía. En perras gerontes la
progesterona puede causar signos clínicos relacionados con la acromegalia como:
hipertrofia de la piel y otro tejidos suaves, sobre crecimiento del hueso y cartílago,

esto ocurre en respuesta a la hipersecreción de GH inducida en la pituitaria
(Concannon, 2010).
La producción de progesterona en el momento adecuado y la duración de su
secreción son críticas para mantener la función luteal de las células de la
granulosa, posteriores a la oleada de LH y el mantenimiento del cuerpo lúteo en la
gestación. La interacción de esta hormona con los receptores citosólicos juega un
papel fundamental en la supervivencia de las células de la granulosa (Thurozy et
al., 2009).
2.4 Citología Vaginal
La citología vaginal es una evaluación subjetiva de la morfología de células
epiteliales que se clasifican en grupos para permitir la determinación de la etapa
del ciclo estral además es simple, rápida, no es invasiva y no es costosa (Johnston
et al., 2001, citado en Aydın et al., 2013 y Groppetti et al., 2012); se basa en los
cambios morfológicos en el epitelio vaginal en relación a los niveles circulatorios
de estrógeno (Ajala et al., 2012); mientras se engrosa el epitelio de la mucosa, las
células de la superficie cambian en las características de su tamaño, forma y de
tinción y núcleo (Reddy et al., 2011); es una técnica diagnóstica sencilla, rápida y
económica que no compromete la salud del paciente. Para tener la mejor utilidad
diagnóstica es necesario recoger y preparar la muestra con la mayor calidad
posible. Este método es indispensable para determinar el momento del ciclo estral
en el que se encuentra la hembra canina y así realizar la fecundación, además
brinda información sobre anormalidades inflamatorias y neoplásicas del aparato
reproductor. Para obtener las células se introduce en un hisopo estéril humedecido
con suero fisiológico isotónico hasta el fondo de la vagina (Figura 2) a la altura del
saco de Douglas (Dumon, 2009). Se debe evitar la fosa del clítoris ya que ésta
contiene células queratinizadas que pueden alterar el diagnóstico (Latimer et al.,
2005). Para ello se sitúa el hisopo cráneo-dorsalmente en un ángulo de 45°
(Figura 3) y luego se continúa el trayecto en un ángulo de 90°. Otra de las razones
por las cuales no se debe tener contacto con la fosa del clítoris es porque al
tocarla se induce una reacción de defensa y las células epiteliales que se recojan
en este espacio provocan una falsa respuesta (Dumon, 2009 y Gropetti et al.,
2012). En el momento en que se logre alcanzar el sitio indicado para la toma de la
muestra es decir, a la altura del saco de Douglas, se realizan movimientos de
rotación para tomar las células (Latimer et al., 2005 y Dumon 2009). Posterior a
ello se hace rodar una vez y no por el mismo sitio el hisopo por el portaobjetos
para que la muestra se fije, la presión ejercida debe ser mínima porque se puede
alterar la morfología celular (Dumon, 2009).
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Figura 2. a.) Los labios de la vulva son cuidadosamente
separados para permitir el paso del hisopo b.) El hisopo
es dirigido a nivel craneodorsal para evitar la entrada a la
fosa del clítoris.
Fuente: Raskin y Meyer (2009).

Para la tinción de las muestras se puede utilizar la tipo diff-quick o Wright- Giemsa
(tabla 1), que se caracterizan por una buena visualización de la forma y estructura
de las células vaginales y sanguíneas comparativamente son más rápidas y
sencillas que otro tipo de tinciones utilizadas como la tinción diferencial tricrómica
(Harris-schorr, en la tabla 2 o Papanicolaou) que se usan para diferenciar las
células acidófilas de las basófilas. Este tipo de tinción permite conocer los cambios
de la mucosa vaginal y se relaciona la acidofilia con las concentraciones elevadas
de estradiol (Dumon, 2009). La tinción de Papanicolau permite un buen detalle
nuclear y un contraste citoplasmático adecuado por lo que se logra una buena
diferenciación celular, los pasos para realizarla se encuentran plasmados en la
tabla 3.
Tabla 1. Tinción Diff- quick
1. Secar al aire libre
2. Introducir el portaobjetos en el fijador (metanol)

10 pases

3. Introducir el portaobjetos en el colorante 1 (solución acida)

10 pases

4. Introducir el portaobjetos en el colorante 2 (solución básica )

10 pases

5. Lavar el portaobjetos con abundante agua (corriente o destilada)
6. Dejar secar
Fuente: Dumon C., 2009

Tabla 2. Tinción Harris – Schorr.
1. Alcohol 70°
2. Alcohol 50°
3. Agua destilada
4. Hematoxilina de Harris
5. Agua destilada
6. Alcohol amoniacal
7. Agua destilada
8. Alcohol 70°
9. Alcohol 95°
10. Colorante Schorr
11. Alcohol 95°
12. Secar
Fuente: Dumon C., 2009

Sumergir 10 veces
Sumergir 10 veces
Sumergir 10 veces
2 minutos
Sumergir una vez
2 minutos
Sumergir una vez
Sumergir una vez
Sumergir una vez
2 minutos
Sumergir una vez

Tabla 3. Tinción Papanicolaou
1. Fijar las células del extendido con alcohol al 15% durante 15
minutos
2. Lavar con agua corriente para retirar el exceso del fijador
3. Sumergir en hematoxilina – Harris durante 2 minutos.
4. Lavar con agua corriente
5. Diferenciar con agua amoniacal.
6. Lavar con agua corriente.
7. Deshidratar, pasar por 2 alcoholes (etanol).
8. Sumergir en Orange G durante 2 minutos.
9. Lavar con agua corriente.
10. Deshidratar, pasar por 2 alcoholes (etanol).
11. Eosina amarillenta durante 3 minutos.
12. Lavar con agua corriente.
13. Deshidratar, pasar por 2 alcoholes (etanol).

14. Pasar las láminas por 3 recipientes de xilol (aclarar durante
unos segundos en cada recipiente).
15. Realizar el montaje de las láminas.
Fuente: Protocolo tomado del instructivo coloración de Papanicolau PM21 del
Laboratorio de histopatología de la Universidad de la Salle.
Para la interpretación de la citología vaginal se debe tener en cuenta el tipo de
células que se van a encontrar como: leucocitos, hematíes y células epiteliales.
Las células basales son las que componen la capa interna del epitelio y por lo
tanto casi nunca se verán en la citología. Las células parabasales (Figura 3) son
células epiteliales más pequeñas que se observan en la citología (presentan
tamaño uniforme, núcleo redondo y poca cantidad de citoplasma) en las perras pre
púberes pueden exfoliar en capas. Las células intermedias (Figura 4) son el doble
de tamaño de las células parabasales (núcleo redondo, a medida que crecen se
pierden los márgenes celulares) (Figura 5). Las células superficiales o cornificadas
son de gran tamaño (núcleo picnótico (Figura 6) o anucleadas (Figura 7) con
márgenes angulares o doblados (Latimer et al., 2005), se categorizan en basales o
superficiales según los cambios morfológicos y la localización de acuerdo a la
membrana basal. Se debe tener en cuenta que al aumentar los estrógenos, el
epitelio vaginal crece lo que conlleva a que durante el anestro se encuentren unas
pocas capas de células y al llegar al estro se vean numerosas células que
clasifican dentro del epitelio estratificado escamoso, a su vez las células vaginales
superficiales empiezan a desplazarse por las nuevas células que están en
formación, este proceso hace que pierdan el aporte sanguíneo y mueren, lo que
se ve en el frotis es la descamación hacia el lumen vaginal (Dumon, 2009).

Figura 3. Diagrama de célula epitelial parabasal
Fuente: Raskin y Meyer (2009).

Figura 4. Diagrama de célula epitelial intermedia pequeña
Fuente: Raskin y Meyer (2009).

Figura 5. Diagrama de célula epitelial intermedia grande
Fuente: Raskin y Meyer (2009).

Figura 6. Diagrama de célula epitelial superficial con núcleo picnótico.
Fuente: Raskin y Meyer (2009).

Figura 7. Diagrama de célula epitelial superficial anucleada.
Fuente: Raskin y Meyer (2009).

Durante cada una de las etapas del ciclo estral se encuentran unas características
citológicas propias de cada etapa que sirven para identificar a cual pertenece. En
el inicio del proestro la concentración de estradiol aumenta y con esta la
proliferación de células epiteliales; se produce diapédesis de los eritrocitos y estos
se ven en mayor cantidad, además se encuentran leucocitos y bacterias
especialmente adheridas a la células epiteliales pero no son propias solo de esta
etapa sino de todo el ciclo (Figura 8). En la mitad de esta etapa no se aprecian
leucocitos y hay presencia de células intermedias basófilos o en una interfase
acidófila- basófila, el fondo del frotis se ve sucio ya que hay mucus (Dumon, 2009).
Al final del ella se va a observar una disminución en el número de neutrófilos y van
a predominar las células intermedias y superficiales, hay escasez de eritrocitos y
leucocitos (Latimer et al., 2005). En el estro es donde ocurre la ovulación, aquí la
población celular predominante, ya que se encuentran en un porcentaje mayor al
90% (Shinde et al., 2014; Saldate, 2000), serán las células superficiales o
queratinizadas (Figura 9); no se encuentran neutrófilos (Figura 10) y los eritrocitos
se hallarán en pequeña cantidad. En el fondo del frotis no se verán residuos
(Figura 11) en comparación con los frotis de proestro (Aydin et al., 2013), también
es posible encontrar bacterias libres o adheridas a células epiteliales. Durante el
diestro, el número de capas celulares disminuye y las células más profundas son
evidenciadas (Reddy et al., 2011), como resultado a ello la cantidad de células
superficiales disminuye abruptamente y se observa un aumento en la proporción
de células parabasales e intermedias pequeñas (Aydin et al., 2013) ocupando casi
el 50% de la población celular existente, los neutrófilos aumentan y es posible
encontrar cierta cantidad de eritrocitos (Figura 12). No es fácil diferenciar el estro
del diestro por lo que se debe recurrir a más de un frotis vaginal (Latimer et al.,
2005). Durante el anestro, el fondo del frotis puede encontrarse sucio (Reddy, et
al., 2011), el epitelio vaginal de la perra está constituido por pocas capas celulares
y se compone principalmente de células intermedias pequeñas y parabasales
(Post, 1985, citado en Aydın et al., 2013) (Figura 13), los neutrófilos y bacterias
están presentes aunque en menor cantidad (Latimer et al., 2005), si se observan
numerosos leucocitos (Figura 14) o si hay hematíes en esta etapa se debe
sospechar de alguna infección o se debe correlacionar como un signo de vaginitis
(Figura 15) (Doman, 2009).

Figura 8. Citología vaginal en proestro con
células queratinizadas, eritrocitos y neutrófilos.
Fuente: Wanke y Gobello (2006).

Figura 9. Citología vaginal con células
superficiales (40x)
Fuente: Wanke y Gobello (2006).

Figura 10. Citología vaginal de perra en estro.
Células superficiales con núcleo picnótico (100x).
Fuente: Raskin y Meyer (2009).

Figura 12. Células superficiales y neutrófilos en
perra en diestro
Fuente: Fay et al. (2003).

Figura 14. Neutrófilos degenerados y
bacteria (flechas) en perra con metritis
(100x).
Fuente: Raskin y Meyer (2009).

Figura 11. Citología vaginal con células
superficiales y fondo claro de una perra en estro
(10x).
Fuente: Wanke y Gobello (2006).

Figura 13. Perra en anestro: Células parabasales
Fuente: Wanke y Gobello (2006).

Figura 15. Gran cantidad de neutrófilos y células
epiteliales intermedias en perra con vaginitis
(100x).
Fuente: Raskin y Meyer (2009).

2.5 Prueba de Elisa
Desde hace tiempos los ensayos inmunológicos se han venido utilizando para la
cuantificación de sustancias biológicas, infecciosas o anticuerpos que se pueden
aislar de los organismos en ciertos líquidos como: el suero, la orina, el líquido
cefalorraquídeo, la saliva, entre otros (Guzmán, 2004 y Roa et al., 1997). El
radioinmunoensayo fue descrito por primera vez en 1959 por Yalow y Berson pero
el uso excesivo de sustancias radioactivas limitó su uso, esto provocó la invención
del inmunoensayo enzimático (EIA) del que se conocen dos técnicas principales:
el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) y el ensayo inmunológico
multiplicado por enzimas (EMIT) (Guzmán, 2004).
El primero utiliza una enzima como marcador para mediar la formación de
complejos antígeno-anticuerpos. En la actualidad existen variaciones de la técnica
para determinar cuantitativamente los ligando de alto peso molecular (>30000
Dalton), el marcador enzimático que es usado se conjuga con un ligando que
puede ser un antígeno de interés o un anticuerpo para el anticuerpo primario.
(Guzmán, 2004). La gran mayoría de estas pruebas se hacen en bases sólidas en
las cuales se adsorbe un antígeno o un anticuerpo sobre un soporte sólido,
algunas de las reacciones se basan en enlace competitivo o no competitivo pero
en todas estas pruebas es necesario un paso de separación para eliminar el
conjugado enzimático libre antes de proceder a determinar la cantidad de
conjugado enzimático enlazado, para este proceso se añade un sustrato
enzimático y se mide la reacción catalítica entre la enzima y el sustrato (Roa et al.,
1997 y AABB, 2003). Las enzimas son conocidas por ser muy sensibles y
versátiles. Una sola proteína enzimática puede transformar en minutos una
cantidad considerable de sustrato en producto final, que se observa en un cambio
de color amplificado lo que facilita su detección (Guzmán, 2004).
Los anticuerpos utilizados en ELISA son de origen monoclonal o policlonal que se
suministran como antisuero no fraccionado o fracciones de inmunoglobulina
purificada, estas moléculas pueden ser solubles y se disponen en una superficie
sólida; son aprovechados como conjugados no marcados o enzimáticos y por
ultimo reaccionan con determinante antígeno especifico de un antígeno o de un
anticuerpo ligando especifico (Guzmán, 2004).
Para determinar la fase del ciclo en el que se encuentra la hembra, se han
reportado investigaciones (Yeager y Concannon, 1990, citado en Fay et al., 2003)
con resultados obtenidos a través de la medición de LH, la cual, desde que ocurre
el pico transcurren 64 a 66 días hasta el día del parto. Fay, et al. (2003) reporta
que es un método efectivo, sin embargo requiere un examen diario y es una
prueba costosa, por lo que no puede realizarse en la práctica clínica.

El monitoreo seriado de la concentración de progesterona en plasma permite la
anticipación de la ovulación por alrededor de 1 a 2 días, también permite la
confirmación de la ovulación y la detección del período de fertilización
(Concannon, 2002, citado en Suryanarayanan et al., 2012). La medición de
progesterona plasmática a través de la prueba de ELISA ha estado disponible en
el mercado desde hace varios años y se ha convertido en un método sencillo de
realizar, con bajo costo y alta eficacia (Fay et al., 2003). Suryanarayanan et al.
(2012), reporta que existen kits de ensayo que permiten una lectura cualitativa o
semi cuantitativa de progesterona con la desventaja que estos kits tienen que ser
necesariamente importados, sin embargo, califica esta técnica como un método
eficaz para la determinación del tiempo de ovulación en hembras caninas.
2.5.1 Ensayos de enlace no competitivo
La prueba de ELISA en fase sólida, no competitiva se usa para determinar
antígenos, haptenos o anticuerpos. En esta prueba el ligando no marcado compite
con un ligando conjugado con enzima por un número limitado de sitios de enlace
con el anticuerpo inmovilizado (Guzmán, 2004). Según el protocolo, se retira el
ligando no reactante para así poder relacionar inversamente la cantidad de
producto que se forma con la concentración del ligando no marcado en la muestra
problema (AABB, 2003).
2.5.2 Ensayos de enlace competitivo
Se conoce también como técnica del emparedado y es el método más común para
la determinación de antígenos, se puede emplear la fase sólida que contiene
perlas de polestireno en donde se absorbe un exceso de anticuerpos
(monoclonales en su mayoría) (AABB, 2003) y como en los protocolos anteriores,
se retira el exceso de antígeno que no se unió (Guzmán, 2004).
2.5.3 Técnicas de ensayo inmunológico por multiplicación enzimática (EMIT)
Es un análisis sin separación en el cual se emplea una enzima conjugada al
hapteno de interés como marcador en una reacción enzima- sustrato como
sistema de detección. La base general de este protocolo es que se puede conocer
la cantidad de interacción entre el hapteno y el anticuerpo utilizando un marcador
enzimático. En esta reacción de enlace competitivo entre el hapteno de la muestra
y el hapteno conjugado con la enzima en un número limitado de sitio de enlace
con el anticuerpo. El enlace del anticuerpo con el hapteno conjugado con la
enzima produce la inhibición de la actividad enzimática, esto se debe a que el
anticuerpo interfiere con la actividad estérica con el enlace del sustrato al sitio

catalítico de la enzima o el enlace del anticuerpo transforma la configuración de la
enzima. La cantidad de haptenos en la muestra determina el número de sitios para
anticuerpos disponibles para enlazar e inactivar el hapteno conjugado con la
enzima. A medida que hay más haptenos hay menos anticuerpos disponibles para
inhibir la actividad enzimática, por lo que el cambio de color se observa
directamente proporcional a la cantidad de hapteno presente en la muestra
(Guzmán, 2004).

3.

MATERIALES Y MÉTODOS

3.1

Localización

Laboratorio de patología de la Universidad de la Salle localizado en la ciudad de
Bogotá D.C., a una altura de 2.600 metros sobre el nivel del mar.
3.2.

Población y Muestra

La población del estudio estuvo compuesta por 40 caninos hembras (Canis lupus
familiaris) de diferentes edades y razas, provenientes todas de la ciudad de
Bogotá.
3.3

Sujetos Experimentales

Los individuos fueron provistos voluntariamente y con consentimiento de sus
propietarios para realizar citología vaginal y muestra de sangre, cada perra
contaba con un plan sanitario al día, historia reproductiva conocida, vacías, sin
antecedentes de falla reproductiva, animales aparentemente sanos y sin ovario
histerectomía.

3.4

Metodología y Procedimientos
3.4.1 Preparaciones Experimentales

Los animales utilizados para la investigación fueron provistos voluntariamente por
sus propietarios de la ciudad de Bogotá D.C. Todas las perras se encontraron
dentro de un plan sanitario al día y un examen clínico general normal, se realizó
una citología vaginal que fue evaluada en el laboratorio de patología de la
Universidad de la Salle y una muestra de sangre para determinar la concentración

de progesterona en el suero por medio de ELISA, posterior a ello, cada dato fue
registrado debidamente para realizar la comparación de resultados.
Para realizar la citología, se posicionó cada paciente en estación y con el uso de
un vaginoscopio se localizó la vagina y se procedió a introducir con precaución un
hisopo estéril para realizar un raspado de la pared de la vagina que fue extendido
en una lámina teñida y observada en el microscopio con aumento de 4x, 10x y 40x
(Wanke y Gobello, 2006). La tinción utilizada para teñir las muestras fue
Papanicolaou. La toma de sangre se obtuvo de la vena yugular o vena cefálica, se
tomó con aguja calibre 20 a 24 y se depositó en un tubo tapa roja (sin
anticoagulante), posterior a ello, se centrifugó el contenido para separar el suero
de la sangre y se congeló el suero a una temperatura de -20ºC para
posteriormente realizar la lectura de progesterona mediante ELISA.
3.4.2 Materiales










Jeringa de 10 ml con aguja calibre 20 a 24 G.
Hisopos estériles
Laminillas y láminas
Tubos tapa roja
Microscopio de observación (Carl Zeiss Microimaging 6mbH 37081)
Centrífuga (Dynac Centrifugue Clay Adam No. 211.466)
Nevera (Electrolux FF 24)
Vaginoscopio
Guantes de procedimiento

3.5. Análisis estadístico
Los datos obtenidos en este trabajo, fueron consignados en una tabla diseñada para
realizar el análisis, se propuso inicialmente la clasificación de las citologías en cada
fase del ciclo estral según la celularidad de cada estadio (proestro, estro, diestro,
anestro) como se indica en la tabla 4. Inicialmente se realizó estadística descriptiva
teniendo en cuenta las dos variables (citología y progesterona), posterior a ello, se
llevó a cabo la correlación de cada tipo de célula relevante e identificada en la
citología vaginal con los resultados obtenidos en la medición de progesterona a
través de la prueba de ELISA, por medio del diseño de correlación de Pearson.
Además, se clasificaron los niveles de progesterona en tres categorías: alto, medio y
bajo como se evidencia en la tabla 5.
De este modo se realizó una tabla de contingencia que permitiera comparar los
resultados de la progesterona con la citología vaginal que lograra inferir sí existe
algún tipo de significancia estadística.

Tabla 4. Clasificación de la etapa del ciclo estral según su celularidad y
concentración plasmática de progesterona.
FASE DEL CICLO ESTRAL
PROESTRO (+/- 9 días)

ESTRO (5-10 días)

DIESTRO (49 -79 días)

ANESTRO (1-8 meses)

CELULARIDAD
- Células parabasales
- Neutrófilos
- Eritrocitos
- Células superficiales
- Células anucleadas
- Bacterias
- Células parabasales
- Células intermedias (grandes y
pequeñas)
- Neutrófilos
- Células superficiales
- Células parabasales
- Células intermedias (grandes y
pequeñas)

PROGESTERONA
< 1 ng/ml
0,8 – 3 ng/ml (pico LH)
4 – 10 ng/ml (ovulación)

< 1- 2 ng/ ml
>15 – 89 ng /ml al día 35

< 1 ng/ ml

Tabla 5. Clasificación de la progesterona en tres niveles de concentración
NIVEL

PROGESTERONA

Bajo

< 1 ng/ml

Medio

1ng/ml a 3 ng/ml

Alto

>3 ng/ml

4. RESULTADOS
Se identificaron las cuatro fases del ciclo estral en caninos hembra utilizando como
herramienta diagnóstica la citología vaginal. Se reconocieron cuatro tipos de células
epiteliales en el frotis vaginal las cuales eran: células parabasales (Figura 16) de
tamaño reducido, forma esférica y núcleo de gran tamaño; las células intermedias
pequeñas (Figura 17) de forma redondeada y núcleo más pequeño; células
intermedias grandes (Figura 18) con bordes angulados y núcleo pequeño; células
epiteliales superficiales de gran tamaño con bordes angulados y núcleo picnótico
(Figura 19) o anucleadas (Figura 20). Además fueron identificados y tomados en
cuenta los neutrófilos y eritrocitos en los frotis.

Figura 16. Células
epiteliales parabasales.

Figura 17. Células epiteliales
intermedias pequeñas.

Figura 18. Células epiteliales
intermedias grandes.

Figura 19. Células epiteliales superficiales con
núcleo picnótico.
Figura 20. Células epiteliales
superficiales anucleadas.

Con la población celular observada se determinaron las fases del ciclo estral en el
siguiente orden:
Proestro: La población de células epiteliales nucleadas (parabasales e intermedias
pequeñas) fue elevada. La cantidad de eritrocitos era dominante y también se
encontraron neutrófilos en menor proporción principalmente al inicio de esta fase.
(Figura 21).

Figura 21. Citología vaginal de canino hembra durante la fase de proestro. A.
Eritrocitos (flecha recta) con células intermedias grandes (flecha roja) (40x),
B. Eritrocitos, neutrófilos (punta de flecha) (40x), C. Eritrocitos (40x), D.
Reacción inflamatoria, se observan neutrófilos rodeando células intermedias
(40x), E. Células parabasales (flecha amarilla), eritrocitos y células
intermedias pequeñas (flecha azul) en la fase inicial del proestro (40x).

Estro: La población de células epiteliales superficiales fue dominante durante toda la
etapa, con una reducción en la población de eritrocitos y presencia de moco. (Figura
22).

Figura 22. Citología vaginal durante la fase de estro de canino hembra. A; B. Células
superficiales (flecha recta) suspendidas sobre un fondo sucio (10x).

Figura 23. Citología vaginal durante la fase de diestro de canino hembra. A. Células superficiales (flecha recta),
neutrófilos (punta de flecha) (40x), B. Células intermedias grandes (flecha roja) (40x), C. Reacción inflamatoria en
citología de perra en diestro con vaginitis diagnosticada en examen clínico (40x). D Célula superficial rodeada por
neutrófilos (40x), E. Células intermedias y hematíes (flecha amarilla) (40x), F. Células intermedias, neutrófilos
sobre fondo sucio (40x).

Diestro: Se presentó un cambio abrupto en la población celular dentro de esta fase,
pues disminuyeron las células superficiales y se incrementó la población de células
intermedias grandes y algunas pequeñas, durante esta fase siempre fue evidente la
presencia de neutrófilos. (Figura 23).
Anestro: Durante esta etapa fue dominante la población de células epiteliales
parabasales, también se encontraron células intermedias pequeñas y detritus
celulares que en ciertos casos afectaban la claridad de la lámina. (Figura 24).

Figura 24. Citología vaginal de canino hembra durante la fase de anestro. A. Células
intermedias pequeñas (flecha recta) (40x), B. Detritus celulares (punta de flecha) (40x), C.
Células parabasales (flecha roja) (10x).

La presentación de los datos obtenidos se resume en la tabla 6. En donde se
aprecia que la fase más predominante en la muestra fue el diestro 32% y la fase
menos común fue el proestro 15% (Figura 25). Los promedios de progesterona
obtenidos para cada una de las fases fueron: anestro 2,79 ng/ml; diestro 10,86
ng/ml; estro 11,51 ng/ml y proestro 7,66 ng/ml (Figura 26).
Tabla 6. Estadística descriptiva de las citologías vaginales y los niveles de
progesterona por test de ELISA.
ESTADO
REPRODUCTIVO
Anestro
Diestro
Estro
Proestro
Total

N

Media

D.E.

E.E.

Mín.

Máx.

Mediana

10
13
11
6
40

2,79
10,86
11,51
7,66

2,89
9,52
4,77
9,47

0,91
2,63
1,44
3,87

0,10
0,15
2,00
0,16

7,18
21,80
18,31
20,83

1,43
15,86
11,21
3,08

Porcentaje de muestras por
estado reproductivo
Anestro

Diestro

Estro

Proestro

15%
25%

28%

32%

Figura 25. Porcentaje de muestras por estado

reproductivo.

Promedio de Progesterona
14,00

[] P4 ng/ml

12,00

10,86

11,51

10,00
7,66

8,00
6,00
4,00

2,79

2,00
0,00
Anestro

Diestro

Estro

Proestro

Media
Figura 26. Promedio de concentración progesterona en las

diferentes etapas del ciclo estral.

En el presente estudio se pudo identificar que a una concentración superior a 10
ng/ml de progesterona, las células superficiales se incrementaban; se encontró
que existe asociación positiva entre los niveles de progesterona y la cantidad de
células superficiales, además es estadísticamente significativo (p < 0.05). Por otro
lado, se evidenció que hay una asociación regular; entre la cantidad de neutrófilos
y las células intermedias; neutrófilos y glóbulos rojos; y células superficiales y
células intermedias, sin embargo estadísticamente no son significativas (p > 0,05).
Se encontró a su vez una relación inversa entre los niveles de progesterona con
el total de células parabasales aunque no fue estadísticamente significativa. Estas
relaciones pueden observarse en la tabla 7.
Tabla 7. Grado de asociación entre los tipos celulares y el valor de progesterona,
obtenido a partir de la prueba de correlación de Pearson.

PROGESTERONA

SUPERFICIAL

INTERMEDIA INTERMEDIA
ERITROCITOS NEUTRÓFILOS
GRANDE
PEQUEÑA

SUPERFICIAL

0.4362

P-VALUE

0.0055

INTERMEDIA
GRANDE

-0.1803

-0.3302

0.2721

0.0401

INTERMEDIA
PEQUEÑA

0.2721

0.1887

0.2981

0.0938

0.2498

0.0653

0.1205

-0.1667

0.1283

0.0271

0.4649

0.3105

0.4362

0.8698

-0.0759

-0.0566

-0.0368

0.1475

0.3798

0.6459

0.7321

0.8240

0.3701

0.0171

-0.0892

-0.1018

0.1355

0.1701

0.1081

-0.1152

0.5893

0.5375

0.4107

0.3005

0.5125

0.4848

ERITROCITOS

NEUTRÓFILOS

PARABASALES

5. DISCUSIÓN
El ciclo estral en la perra es un conjunto de cambios hormonales y citológicos que
permiten la manifestación de diversos cambios que se relacionan con una fase en
particular. En primer lugar es importante aclarar que existe una variación
considerable en el momento de la ovulación en relación al inicio de la de la
descarga serosanguinolenta durante los primeros días de proestro en perras; este
es un factor poco considerado por algunas personas, lo que conlleva a un
verdadero problema en la reproducción de esta especie, pues con frecuencia se
imponen regímenes de acoplamiento estándar sobre sus perras, y esto constituye
la causa más común de infertilidad aparente en las perras (Reddy et al., 2011).
Los resultados de esta investigación comparados con otros estudios arrojan los
siguientes parámetros: En el presente estudio se encontró que a una
concentración de progesterona entre 8.3 - 14.8 ng/ml y con un predominio de
células superficiales, la hembra se encontraba en la fase de estro, y por tanto era
probable que la ovulación transcurriera, este hallazgo es similar al reportado por
Arcila et al. (2005), donde se determinó que a un nivel menor a 10 ng/ml de
progesterona sérica y un promedio de células superficiales del 72% este proceso
ocurría. Otro artículo reportado por Angulo (2011), establece tres rangos durante
el estro, el primero de 0.8 – 3 ng/ml durante el pico de LH; 4 – 10 ng/ml durante la
ovulación y 4 – 20 ng/ml durante el periodo fértil, según estos parámetros se
podría concluir que los resultados obtenidos en este estudio se asemejan; sin
embargo no se realizó una subdivisión de los estadios durante el periodo de estro.
En el proestro el intervalo establecido fue de 0 – 17.54 ng/ml con una proporción
mayor de células parabasales e intermedias en segunda instancia; según Angulo
(2011), la progesterona durante este periodo debe ser menor a 1 ng/ml, en el
siguiente estudio los niveles de progesterona reportados son muy amplios y según
esto no existiría ninguna asociación. En relación a los hallazgos citológicos según
Concannon, 2009a; 2010, al inicio, esta etapa se encuentra dominada por células
parabasales, eritrocitos y neutrófilos en menor cantidad, y al final de esta etapa
pasa a ser dominado por las células intermedias escamosas, correlacionándose
con los resultados encontrados en esta investigación. En el anestro el intervalo
encontrado fue de 0.73 - 4.85 ng/ml de progesterona y las células parabasales
fueron las más observadas durante esta fase, los datos citológicos se asocian con
los reportados por Ángulo, 2011 pero el rango de progesterona que se establece
por el presente autor (cantidades menores de 1 ng/ml) no corresponde al
encontrado en este estudio y a la explicación fisiológica de esta fase ya que no
hay actividad reproductiva más adelante se explica la razones por las cuales se
cree que el rango esta elevado; citológicamente, se correlaciona con el trabajo de
Concannon, 2010 donde se observan principalmente células parabasales. Por
último, el intervalo establecido para el diestro fue 5.1 – 16.5 ng/ml de progesterona
acompañado de un predominio de células superficiales y neutrófilos, en la
literatura se reportan dos rangos: el primero de 1-2 ng /ml de progesterona y el

segundo de 15 a 80 ng/ml de progesterona (Concannon, 2010), los valores de
estos dos rangos se asemejan a los encontrados en el presente estudio pero el
planteamiento del mismo no permite dividir las dos etapas de la progesterona en el
diestro. Según la literatura en esta fase citológicamente se deben encontrar:
células superficiales, parabasales e intermedias (grandes y pequeñas), por lo que
se puede concluir que hay una relación entre lo reportado y los hallazgos descritos
para esta etapa en el presente estudio.
Es importante tener en cuenta algunos casos que presentaban una cantidad de
progesterona que no correspondía a los niveles esperados para la fase en
particular clasificada por la citología, alterando por completo los rangos esperados
para fases como el anestro y el proestro. A continuación se hace la descripción de
estos casos especiales: el primero de ellos es el CV1 en donde los hallazgos
citológicos son compatibles con un proestro temprano sin embargo el nivel de
progesterona (20,83ng/ml) no corresponde a los reportados por la literatura, según
Aydın et al. (2013) y Angulo (2011), la progesterona se mantiene en niveles
basales (<1ng/ml) hasta finalizar esta etapa. Otro caso es el CV44 que pertenece
a una hembra canina que según su historia reproductiva, se reportaba un anestro,
ya que había finalizado su gestación hace 2 meses; en los hallazgos citológicos y
la medición de progesterona (15,86 ng/ml) se encontró que estaba en un diestro
contradiciendo los hallazgos de su historial reproductivo. El último caso es el CV56
que por la citología vaginal fue clasificado como anestro y según la medición de
progesterona (7,18 ng/ml) se encontraría en estro; al comparar estos hallazgos
con la historia reproductiva, se establece que se encuentra en anestro, por lo cual
no se explica ese nivel de progesterona si está en la fase anovulatoria del ciclo. En
ciertos casos se presenta correlación entre la citología vaginal y la medición de
progesterona, a través de los resultados obtenidos se podría afirmar que ninguna
de estas dos herramientas puede ser utilizada por sí sola, salvo en casos muy
especiales como: inicio del estro en donde el valor aproximado esta alrededor de 6
ng/ml indicando el momento de ovulación y el anestro donde los niveles basales
de progesterona se encuentran disminuidos.
Los niveles elevados de progesterona obtenidos en algunas de las fases que no
se correlacionan con esa etapa en particular, fue un hallazgo poco frecuente en
los resultados; sin embargo, el periodo en el cual la progesterona se eleva es
bastante amplio durante el diestro y no presenta una disminución abrupta; este
factor resalta la importancia de correlacionar los resultados de la citología vaginal,
la progesterona en suero y el examen físico de cada perra, ya que existen otros
parámetros que se deben tener en cuenta en momento de evaluar estas posibles
variaciones como lo son: edad del individuo, ya que las perras adultas sintetizan
más progesterona a medida que pasen los ciclos que las perras jóvenes debido a
que la producción de cuerpos lúteos atraviesa una fase de maduración endocrina;
otro factor significativo es la relación con la talla corporal del animal, se ha
comprobado que el número de cuerpos lúteos es mayor en perras de talla grande

y esto a su vez repercute en la dimensión del mismo, el peso y la cantidad de
progesterona que produce (Marinelli et al., 2009). Si bien, las características
comportamentales observadas durante el estro como: interés hacia el macho,
micción frecuente o movimiento de la cola, son de gran importancia, son
considerados por Ajala et al. (2012), como parámetros variables en cada perra y
de un estro a otro en la misma perra, la observación de otras características
físicas como: edema vulvar y cambio en cantidad y color de la descarga vaginal es
una herramienta útil; sin embargo la herramienta física y etológica no debe valerse
por sí sola para obtener el momento óptimo de la fertilización, ya que estos
cambios son muy variables y no permiten obtener un diagnóstico completamente
válido. En la actualidad, existen varios métodos de determinación del momento
ideal para el apareamiento, incluyendo principalmente el examen de las células
vaginales exfoliadas, endoscopia vaginal y la medición de plasma las
concentraciones de progesterona (Reddy et al., 2011). La medición de
progesterona es una herramienta que se ha venido utilizando durante los últimos
años, ya que permite determinar el momento de la ovulación, el diagnóstico de
insuficiencias luteales, así mismo ayuda a determinar el tiempo de parto en perras
y a la aproximación de la fase del ciclo estral (Tahir et al., 2013). Existen diferentes
opiniones acerca de la colecta, almacenamiento y procesamiento de la muestra ya
que podría alterar de cierto modo los resultados obtenidos influyendo en el
diagnóstico; en un estudio realizado por Tahir et al. (2013), se compararon los
métodos de extracción de la muestra, su almacenaje y procesamiento para
establecer si existía algún tipo de injerencia en el resultado que pudiera
comprometer los resultados obtenidos de la progesterona, se determinó que no se
presenta diferencia entre si la progesterona canina es procesada en suero o
plasma, aunque según Thurozy et al. (2009), existe un 10% más de progesterona
en el plasma que en el suero canino. En el estudio anterior tampoco se presentó
diferencia en la temperatura en la cual se separó y almacenó el plasma; se ha
logrado comprobar que no existe ningún tipo de alteración si se siguen protocolos
que propendan la conservación adecuada de la muestra. Además de la citología
vaginal y la evaluación de progesterona en suero, una herramienta adicional es la
vaginoscopia; Ajala et al. (2012), realizó un estudio macroscópico de la vulva y la
vagina, y concluyó que los cambios en el color de la membrana mucosa de la
vulva varía en cada etapa del ciclo estral, considerando un color rosado oscuro
durante la fase del proestro tardío y un tono pálido durante el período de anestro.
A pesar de ser una herramienta cualitativa, permite dar una aproximación de la
fase del ciclo estral en la que se encuentra la perra, pues los cambios en el color
de la mucosa se deben al aporte sanguíneo a los órganos reproductivos y el
efecto de los estrógenos sobre el músculo liso en las diferentes fases del ciclo
estral. Por otro lado, la evaluación histológica del cérvix es una herramienta que
permite identificar estructuras que son intervenidas en cada fase del ciclo estral,
por ejemplo las glándulas cervicales de la lámina propia han sido correlacionadas
con la concentración circulante de progesterona; Pesch et al. (2010) en su estudio

determinó que el incremento de progesterona relacionado a un área de glándulas
podría estar relacionado a una activación de esas glándulas por la progesterona
durante el ciclo. Aydin et al. (2013), en su investigación demostró que la relación
entre los estrógenos y la progesterona fueron influenciados por el espesor del
epitelio y el número de capas epiteliales en las diferentes etapas del ciclo estral.
6. CONCLUSIONES
Teniendo en cuenta la presente investigación, se concluye que podría existir una
asociación entre los resultados de la citología vaginal con la medición de
progesterona mediante el test de ELISA para la determinación del momento
óptimo para la fertilización en hembras caninas, siempre y cuando se realicen en
conjunto estos dos métodos diagnósticos de las etapas del ciclo estral y estén
acompañados además de un buen examen clínico general y reproductivo.
Es importante tener en cuenta la inclucion de nuevas herramientas diagnosticas
que amplíen el rango de conocimiento sobre la fase reproductivas de las perras,
entre ellas se encuentran la ecografía que permite conocer el estado delos
folículos que ovularan en tiempo real, otra herramienta que se esta utilizando
actualmente y permite un mayor acercamiento al estado de los folículos es la
resonancia magnética que da un acercamiento tridimensional a estas estructuras.

7. REFERENCIAS
Acuña, V. (2007). Compendio
Uruguay/Paraguay: Intervet.

de

Reproducción

Animal

(9a

ed.).

Ajala, O., Fayemi, O. y Oyeyemi, M. (2012). The Oestrous cycle of the Nigerian
local bitch. Global Veterinaria, Vol 8 (6).
Angulo, S. (2011). Reproducción y neonatología canina y felina. España: Servet.
Arcila, V., Serrano, C., Hernández, M. y Meza, L. (2005). Estandarización de la
citología vaginal exfoliativa correlacionando los niveles séricos de progesterona en
perras durante la peri-ovulación. Revista Speido Mus, Noviembre, Vol. 1.
Aydin, M., Doğan, H. y Timurkaan, S. (2013) Changes in the histomorphology of
the canine cervix, ovary and steroid hormone levels through the oestrous cycle.
Research opinions in Animal & Veterinary Sciences, Vol 3(10).
Concannon, P. (2009a). Endocrinologic control of normal canine ovarian function.
Reproduction in Domestic Animals. Vol. 44(2): 3-15.
Concannon, P., Castracane, V., Temple, M. y Montanez, A. (2009b). Endocrine
control of ovarian function in dogs and other carnivores. Animal Reproduction,
Marzo, Vol. 6 (1), 172-193.
Concannon, P. (2010). Reproductive cycles of the domestic bitch. Animal
reproduction sciencie. Octubre. Vol 124: 200–210.
Cunningham, J. (2005). Fisiología Veterinaria. (5a ed.). España: Elsevier.
Dumon, C. (2009). Patología de la reproducción en la especie canina, casos
clínicos. (1a ed.). Argentina: intermédica.
England, G y Concannon, P (2003). Determinación del momento de apareamiento
óptimo en la perra: consideraciones básicas. IVIS.
England, G, Russo, M y Freeman, S. Follicular dynamics, ovulation and conception
rates in bitches. Reproduction in Domestic Animals. Vol. 44 (2): 53-58.
Escobedo, W. (2008). Diagnóstico del estro por medio de citología vaginal en
perras. (Tesis de pregrado). Universidad de San Carlos de Guatemala.
Guatemala.
Fay, J., Mező, T., Solti, I., Wölfling, A., y Abonyi-Tóth, Z. (2003). Comparison of
different methods used for oestrus examination in the bitch. Acta Veterinaria
Hungárica. Abril. Vol 51 (3).

Galina, C. y Valencia, J. (2006) Reproducción de Animales Domésticos. (2a ed.).
México: Limusa.
Gier, J, Beijerink, N.J, Kooistra, H.S y Okkens, A.C. (2008). Physiology of the
canine anoestrus and methods for manipulation of its length. Reproduction in
Domestic Animals. Vol. 43 (2): 157-164.
Gropetti, D, Pecile, D, Barbero, C y Martino P.A. vaginal bacterial flora and citology
in proestrus bitches: Role on fertility.(2012). Theriogenology, Vol. 77: 1549-1556.
Guzmán, E. (2004). La prueba de ELISA. Gáceta Médica de México. Vol 140.
Hatoya, S, Torii, R, Kumagai, D, Sugiura, K, kawate, N, Tamada, H, Sawada, T y
Inaba, T. (2003). Expression of estrogen receptor alpha y beta genes in the
mediobasal hypothalamus, pituitary and ovary during canine estrous cycle.
Neursciencie letters. Vol 347: 131-135.
Hoffman, B. Riesenbeck, A. y Klein, R. (1996). Reproductive endocrinology of
bitches. Animal Reproduction Science. Vol. 42: 275-278.
Kustritz, R. (2001). Uso de progesterona suplementaria en el mantenimiento de la
preñez canina. IVIS, Abril.
Kustritz, M. (2012). Managing the Reproductive Cycle in the Bitch. Veterinary
Clinical Small Animals (42), 423 – 437.
Latimer, K.S, Mahaffey, E.A y Prasse K.W. (2005). Patologia Clínica Veterinaria.
(4a ed.). Argentina: Multimédica.
Luz, M.R, Bertan C.M, Binelli, M, y Lopes, M.D. (2006). Plasma concentrations of
13,14-dyhidro-15 keto protaglandin f2-alpha (PGFM), progesterona and estradiol in
pregnant and nonpregnant diestrus cross-bred bitches. Theriogenology, vol. 66:
1436-1441.
Marinelli, L. Rota, A, Carnier, P, Dalt, L, y Gabai, F. (2008). Factors affecting
progesterone production in corpora lutea from pregnant and diestrous bitches.
Animal Reproduction Sciencie, Vol. 114: 289-300.
Okkens, A.C y Koistra, H.S. (2006). Anoestrus in the dog: a fascinating story.
Reproduction in domestic animals. Vol. 4: 291-296.
Pereira, L., Bicudo, S. y Lopes, M. (2012). Oocyte maturation in bitches. Animal
Reproduction, Septiembre. Vol 9 (3).
Pesch, S., Schmidt, B., Failing, K. y Wehrend, A. (2010). Changes in the
histomorphology of the canine cervix through the oestrous cycle. Theriogenology,

May. Vol. 74.
Ramos, A. (2012). Determinar la importancia de los perros en las personas de la
zona 14 de la ciudad de Guatemala, capital, para mejorar la suscripción perruno.
(Tesis de pregrado). Universidad Católica de Pereira. Guatemala.
Raskin, R y Meyer, D. (2009). Canine and feline cytology: A Color Atlas and
Interpretation Guide (2a ed.). Estados Unidos: Saunders Editorial.
Reddy, K., Raju, K., Rao, K. y Rao, K. (2011). Vaginal cytology, vaginoscopy and
progesterone profile: breeding tools in bitches. Iraqi Journal of Veterinary
Sciences, Vol. 25 (2).
Roa, N., Linares, T., Barrios, D., Ramirez, M. Y Tamasaukas, R. (1997)
Determinación de progesterona plasmática en receptoras de embriones bovinos.
Revista científica, FCV-LUZ. Vol. VII, N° 2. Páginas 133-138.
Saldate, J (2000). Manual ilustrado para la interpretacion colpocitologica y del
control del ciclo reproductivo en la perra. (Tesis de pregrado). Universidad de
Guadalajara, Jalisco, México.
Sugiura, K, Nishikawa, M, Ishiguro, K, Tajima, T, Inaba, M, Torii, R, Hatoya, S,
Wijewardana, V, Kumagai, D, Tamada, H, Sawada, T, Ikehara, S y Inaba, T.
(2004). Effect of ovarian hormones on periodical changes in immune resistance
associated with estrous cycle in the Beagle bitch. Inmunobiology, vol. 209: 619627.
Shinde, S., K rishnappa, B., Kumar, B., Perumal, P., Gupta, H. y Srivastava, S.
(2014). Induction of Fertile Estrus in Bitch (Pug) With Cabergolin - A Case Report.
International Journal of Veterinary Science, Enero. Vol 3 (1), 1-3.
Suryanarayanan, Sridevi, P., Kirubaharan, J., Veerapandian, C. y Dhinakar, G.
(2012). Development of a Semi Quantitative Progesterone Enzyme Immunoassay
for Determination of Ovulation Time in Bitches. International Journal of Veterinary
Science. Septiembre. Vol 1 (3).
Tahir, M.Z, Thourimire, S, Raffaelli, M, Grimard, B, Reynaud, K y ChastantMaillard, S. (2013). Effect of blood handling conditions on progesterone assay
results obtained by chemiluminescence in the bitch. Domestic Animal
Endocrinlogy, Vol. 45: 141-144.
Thurozy, J, Oppe, N, Scheuermann, E, Perge, E, Tibold, A y Balogh, L. (2009).
Expression pattern of markers in the canine ovarian cycle. Reproduction in
Domestic Animals. Vol. 44(2): 71-75.

Volkmann, D. (2006).The effects of storage time and temperature and
anticoagulant on laboratory measurements of canine blood progesterone
concentrations. Theriogenology, Vol. 66: 1538-1586.
Wanke, M y Gobello, C. (2006). Reproducción en caninos y felinos domésticos.
Argentina: Intermédica.
Wittwer, F. (2008). Citología vaginal en la perra. V Congreso FIA VAC y VII
Congreso VEPA, Universidad Austral de Chile.

